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INTRODUGAO:

Benzodiazepinicos sdo uma classe de drogas de circulagao restrita, utilizadas amplamente por
conta de seu efeito sedativo e hipnédtico para o tratamento de ansiedade, epilepsia e espasmos
musculares." Porém, seu papel em Crimes Facilitados por Drogas (CFDs) tem aumentado
gradualmente devido aos seus efeitos no sistema nervoso central, tais como confusdo, sedagéo e
amnésia, fazendo a vitima suscetivel as atividades criminosas, tais como abusos sexuais.>?

Tendo em vista o problema do uso de drogas facilitadoras de abuso, tanto para abusos sexuais
quanto para casos de intoxicagdo, novos dispositivos portateis e descartaveis sdo necessarios para
uma analise rapida e in situ de cenas de crime. Desta forma, o eletrodos a base de grafeno induzido
por radiacdo laser (traducgéo livre de laser-induced graphene ou LIG do inglés) sdo alternativas
emergentes nos ultimos anos aos dispositivos eletroquimicos para o desenvolvimento de sensores
acessiveis, portateis, descartaveis e de alta performance, devido a possibilidade de combinar
simplicidade, baixo custo, facil fabricacdo e alta sensibilidade, além do fato de nio requererem

instrumentacao laboratorial sofisticada para a fabricagao e conseguinte analise

METODOLOGIA:
REAGENTES E AMOSTRAS:

Para estudo do pH, foram preparadas 5 solugbes de tampao universal Britton-Robinson. As
solugdes foram preparadas com 0,04 mol L' de H;PO,, 0,04 mol L' de CH;COOH e 0,04 mol L' de
H;BO; e os valores de pH foram ajustados para pHs 2,0, 4,0, 6,0, 8,0, e 10,0 utilizando solugao de
NaOH 0,1 mol L. Padrdes de alta pureza das drogas Diazepam e Midazolam foram adquiridos da

empresa farmacéutica Cristalia.
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FABRICACAO DOS ELETRODOS

O layout dos sensores foi desenvolvido no software CorelDraw®, respeitando as devidas
necessidades para um sistema de 3 eletrodos. Apds feito o desenho, folhas do polimero polieterimida
(PEI) foram carbonizadas superficialmente, seguindo o layout feito, em uma impressora de corte com

laser de CO, de 50W (Multivisi) controlada por computador, Figura 1.

As condigdes de carbonizagdo foram otimizadas para 10,5% da poténcia do laser e 35 mm s
de velocidade de gravacao, desta forma o material carbonaceo apresentou boa condutividade elétrica
e alta reprodutibilidade. Na sequéncia, uma camada de tinta de Ag/AgCl foi aplicada sobre a trilha
referente ao eletrodo de referéncia (RE) e nas regides de contato elétrico que conectavam ao
potenciostato para prover maior estabilidade nas medidas. Uma fita adesiva (3M) foi aplicada a fim de

delimitar a area eletroativa do eletrodo e assim a regiao da célula eletroquimica.

CO: Laser
@
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Figura 1: Representagdo do processo de carbonizagdo dos sensores eletroquimicos. Por ultimo, foi
realizada a pintura de uma camada de tinta condutiva de Ag/AgCl para formagao do RE e sob as
regides de conexdes elétricas. WE representa o eletrodo de trabalho e CE o contra eletrodo.

TRATAMENTO E CONDICOES PARA ANALISES ELETROQUIMICAS
As analises eletroquimicas foram realizadas com o equipamento PGSTAT 204 (Metrohm).

Realizou-se uma etapa de tratamento catoédico do eletrodo de trabalho com H,SO, 0,1 mol L™,

aplicando -2 V por 120 s através da técnica de amperometria.

As caracterizacbes redox e quantificagdo dos farmacos foram realizadas a técnica de
voltametria ciclica (CV) e voltametria de onda quadrada (SWV), respectivamente, na faixa de potencial
de-04a-14V.

RESULTADOS E DISCUSSAO

CARACTERIZACAO DO SUBSTRATO

Apoés realizar a gravacdo dos eletrodos sobre as melhores condigbes experimentais, foi
realizada a caracterizacao eletroquimica do dispositivo por VC, utilizando a sonda redox ferricianeto de

potassio (K;[Fe(CN)g]) na concentragdo 1 mmol L™, Figura 2.
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Figura 2: A)Voltamogramas ciclicos registrados na presenga de K;[Fe(CN)s] 1 mmol L' em meio de KCI 0,1 mol
L' como eletrolito suporte em diferentes valores de velocidade de varredura na faixa de 10 a 200 mV s™. B)

Valores de corrente de pico catodico (ip.) e anddico (ipa) em relagéo a raiz quadrada da velocidade de varredura.

Ao analisar a razdo entre os valores de correntes de pico catédica e anddica, obtém-se um
valor de 0,079 + 0,016, logo aproximado para 1, além de um AE = 0,045 £ 0,014 V, o que demonstra
que o processo observado é ao mesmo tempo difusional e adsortivo, além da reversibilidade

eletroquimica da espécie neste dispositivo, ser analoga a um sistema eletroquimico convencional.

CARACTERIZACAO VOLTAMETRICA DO MIDAZOLAM E DIAZEPAM

Foi realizada a caracterizagcéo voltamétrica do Midazolam e do Diazepam por VC, Figuras 3A e
3B, respectivamente. E possivel notar que ambas as espécies apresentaram processos de reducdo
irreversiveis por volta de -1,1 V. Na sequéncia, avaliou-se o efeito do pH na resposta eletroquimica
destas espécies na faixa de pH 2,0 a 10,0, Figuras 3C e 3D.
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Figura 3: Valores de potencial de pico de redu¢do em fungéo do pH para Diazepam e Midazolam,

respectivamente.

Analisando os coeficientes angulares de cada uma das curvas, -37 mV/pH para o Diazepam e
-43 mV/pH para o Midazolam, percebe-se que ambos os processos de reducédo sao dependentes do

pH do meio e apresentaram uma transferéncia eletrbnica envolvendo a razédo de 1:2 entre prétons e
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elétrons em toda a faixa de pH avaliada*. Além disso, com base nos valores de corrente de pico e
menores valores de potencial de detecgao, foram escolhidos os valores de pH de 2,0 e 4,0 para as

determinacdes analiticas do Diazepam e do Midazolam, respectivamente.

CONSTRUCAO DAS CURVAS ANALITICAS

Com o valor de pH otimizado para ambos os compostos foram construidas curvas analiticas
para ambas espécies no intervalo de concentragdo de 2,5 ymol L™ a 100 ymol L™, utilizando a técnica

de SWV, Figura 4.

A
04 B
04
14
o —— 2,5 umol 2
% — 5,0 umol
= 10 ng0| —_
-3 25 umol <,
— 50 umol -
4 —— 75 umol
— 100 pmol
Brance -6 4
54
-6 T T T T T T T T T T T d -8 . . . : : T
1.4 12 -1,0 038 -0,6 0.4 0 20 40 60 80 100
E (V) vs Ag/AgCI Concentragio Midazolam (umol L™)
2
D
21 ¢ 0
04
1 24
2
Branco 44
-4 —25uM
—_ —5uM —~ b6
RS 10 uM <
= ) 25 uM = s
-8 4 —50 M
1 —75 M 10 4
404 — 100 uM
49 -12 4
14 4 -14
T T T T T 1 T T T T T T T T T T
44 12 4,0 08 06 04 0 20 40 60 80 100
E (V) vs Ag/AgCI Concentracio Diazepam (umol L)

Figura 4: SWVs com linhas de base corrigidas registrados para diferentes concentracdes de A) Midazolam (2,5 a
100 ymol L") e C) Diazepam (2,5 a 100 umol L™), utilizando a técnica de SWV. Curva analitica construida com

os valores de corrente de pico de reducao do B) Midazolam e D) Diazepam.

Analisado as curvas de calibracdo obtidas para o Midazolam e Diazepam, verifica-se que
ambas apresentaram comportamento linear de 2,5 ymol L™" a 25 ymol L' e um novo regime linear de
25 a 100 ymol L'. Com base nas curvas de calibragdo e recomendagdes da IUPAC, foram calculados
os limites de detecgdo e de quantificagdo como sendo de 1,41 umol L' e 4,72 ymol L' para o

Midazolam e 0,34 umol L™ e 1,15 ymol L™ para o Diazepam, respectivamente.
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Adicionalmente, realizou-se teste de seletividade do método, avaliando a influéncia de possiveis
espécies interferentes relevantes a analise de Midazolam e Diazepam em amostras de bebidas e de
abuso de substancias quimicas, como: acido ascorbico (vitamina C), acido citrico, glicose, etanol 5% e
3,4-metilenodioximetanfetamina (MDMA). Constatou-se que nenhuma das espécies apresentaram
interferéncia estatisticamente significativa, uma vez que causaram variagdes nos valores de corrente

de pico menores que 7,14% para ambas as espécies.

Por fim, a exatidao e robustez do método foi avaliado por meio de adi¢cao e recuperagao destas
drogas em amostras de bebidas alcodlicas (Whisky e Cachacga) e nao alcodlicas (suco de laranja),
visando simular possiveis amostras encontradas em cena de crimes. Para tanto, as amostras de
bebidas foram intencionalmente adulteradas em dois niveis de concentragdes (10 e 50 ymol L") de
Midazolam e Diazepam. Os valores de recuperagdes ficaram entre 97.1% e 117.3% para o Diazepam e
entre 96.4% e 114.3% para o Midazolam, destacando a acuracia do método desenvolvido e viabilidade
para aplicagbes forenses na area de crimes facilitados por drogas em que ha a suspeita de uso de um

destes compostos.
CONCLUSAO

Neste trabalho, desenvolvemos um método de fabricagdo de sensores eletroquimicos portateis
e de baixo custo utilizando a técnica de LIG em folhas de polieterimida. Foram realizadas as
caracterizacbes redox do Diazepam e Midazolam por VC e verificadas a irreversibilidade e
pH-dependéncia dos processos de reducdo de ambas as espécies. Sob as condicbes experimentais
otimas, foram construidas curvas analiticas na faixa de concentragdes de 2,5 ymol L™ a 100 ymol L.
O método desenvolvido apresentou boa sensibilidade, seletividade e acuracia quando aplicado em
analises de amostras de bebidas contendo as drogas facilitadoras de crimes. Com base nos resultados
analiticos, facilidade de fabricacdo do dispositivo e baixo custo associado, conclui-se que o método
aqui apresentado é uma excelente alternativa para analises forenses em campo de vestigios (bebidas)
de cenas de crime com suspeita de uso destas drogas facilitadoras de abuso, bem como outras

aplicagdes criminais relevantes.
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